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(57) La pr6sente invention a pour objet de polypeptides presentant une activity nitrilase, ainsi que les 
outils genetiques pour les produire, k savoir : 

— la sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activity nitrilase et capable d'hydrolyser 
les nitrites en carboxylates, 

— un analogue de cette sequence resultant de la degenerescence du code ge»n§tique, 

— une sequence d'ADN hybridant avec Tune de ces sequences ou un fragment de celles-ci et codant 
pour un polypeptide ayant une activite nitrilase. 

Tl — cassettes d'expression et micro-organismes permettant leur obtention. 

^ Application : transformation enzymatique des nitriles en carboxylates. 
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La prgsente invention a pour objet de nouveaux polypeptides pr£sentant une activity nitrilase, les outils 
de genie genetique pour les prod u ire, a savoir une sequence d'ADN, les cassettes d'expression portant cette 
sequence d'ADN recombinant et les micro-organ ismes recombin6s (micro-organ ismes notes) contenant ladite 
sequence d'ADN. 

5 La pr£sente invention a egalement pour objet un proc£d6 de transformation enzymatique des nitriles en 

carboxylates au moyen des polypeptides selon ('invention ou d'un micro-organisme note contenant la sequence 
d'ADN selon ('invention. Une application particuli&re du proc6d£ de I'invention est la synthase enzymatique 
de r ad i pate d'ammonium ou du cyano-5 valerate d'ammonium par hydrolyse de I'adiponitrile a I'aide d'un po- 
lypeptide ou d'un micro-organisme note selon I'invention. 

10 On sait que I'adipate d'ammonium est un produit particuli6rement interessant car il peut etre transform^ 

en acide adipique, un produit lui-meme largement utilise pour la preparation du Nylon-6,6. 

L'hydrolyse enzymatique des dinitriles a 6t6 d£crite parde nombreux auteurs. Cependant, les voies d'hy- 
drolyse de ces dinitriles en acides organiques ne sont pas souvent 6voqu6es. Le schema th£orique d'hydrolyse 
est le suivant : 



15 



20 



25 



30 




NC-R-CN 
NH 



NC-R-CONH 2vw NH 



NC-R-COO-NH4 + H 2 NOC-R-CONH 2 

H 2 NOC-R-COCT NH4 + / ft 
i A 

' + 4 HN -OOC-R-COO- NH4 + 




NH = nitrile hydratase 
Ni = nitrilase 
A = amidase 

R = (CH 2 ) n , n etant un nombre entier £gal a 4 dans le cas de I'adiponitrile. 

35 En fait on note tr&s souvent que certaines voies sont privil^giees et que certains prod u its ne se forment 

pas ou bien ne sont pas hydrolysis. 

Parmi les micro-organismes chez lesquels on a pu demontrer I'existence d'une activity enzymatique per- 
mettant cette hydrolyse, on peut citer notamment les souches appartenant au genre Fusarium, qui degradent 
le succinonitrile et I'adiponitrile sans indication sur les produits de la reaction [Goldlust et al., Biotechnot. and 

40 Appl. Biochem., 1989, 581] ; les souches appartenant au genre Pseudomonas, qui d£gradent I'adiponitrile 
[Yanase et al., Agric. Biol. Chem., 1982, 46, 2925] ; et les souches appartenant au genre Rhodococcus, en 
particulier Rhodococcus rhodochrous NCIB 11 216, qui hydrolyse I'adiponitrile en acide adipique [Bengis-Gar- 
ber et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 32, II] et aussi Rhodococcus rhodochrous K22 dont ta nitrilase 
permet l'hydrolyse de I'adiponitrile et du glutaronitrile [Yamada et al., J. Bacterid., 1990, 172 (9), 4807-4815], 

45 cependant avec un rapport d'activite faible comparativement a celui de l'hydrolyse des nitriles aromatiques. 

Par consequent, on voit que l'hydrolyse enzymatique des dinitriles est assez complexe: dans tous tes cas, 
la premiere fonction CN est bien hydrolys6e par I'enzyme, alors que la deuxi&me fonction ne Test pas du tout 
dans certains cas ou bien avec une vitesse tr£s faible dans d'autres. 

On a maintenant trouvS qu'il 6tait possible d'hydrolyser totalement et rapidement les nitriles en carboxy- 

50 lates et plus particulterement les dinitriles en carboxylates ou dicarboxylates en faisant appel a des enzymes 
convenablement selection n6es, utilis6es soit telles quelles, soit, de preference, sous la forme de micro-orga- 
nismes recombin£s les g6n6rant. 

La pr6sente invention a done pour objet de nouveaux polypeptides ayant une activity nitrilase, qui ont et£ 
isol6s a partir d'une souche de Comamonas testosteroni. Plus pr6cis6ment, ces polypeptides sont pr£par6s 

55 par extraction et purification a partir de cultures de micro-organismes nature Is ou recombinants, la purification 
itant r£alis£e par une succession d'etapes consistant a preparer un extra it enzymatique a partir de la culture 
cellulaire, a pr6cipiter cet extrait avec du sulfate d'ammonium et a le purifier par differentes etapes de chro- 
matographie et filtration sur gel. Ces etapes, qui font appel a des techniques bien connues de I'homme du m£- 
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tier, sont decrites en detail dans les exemples illustratifs ci-apres. 

Par "activity nitrilase", on d6signe dans la presente description la conversion directe d'un nitrile en car- 
boxylate d'ammonium, r amide correspondant n'etant pas un substrat de i'enzyme. 

Un autre objet de ('invention concerne une sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activity 
5 nitrilase. La sequence d'ADN codant pour un polypeptide de I'invention peut etre choisie parmi : 

- la sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activity nitrilase, telle que representee a la 
fig. 4, 

- un analogue de cette sequence resultant de la d6g6n6rescence du code genetique, 

- ou bien une sequence d'ADN hybridant avec Tune de ces sequences ou avec un fragment de celles-ci 
10 et codant pour un polypeptide ayant une activity nitrilase. 

Une telle sequence d'ADN peut etre obtenue par clonage du fragment d'AdN genomique codant pour le 
polypeptide recherche, a I'aide de sondes nucieotidiques eiabor6es a partir du polypeptide purif te. 

L'invention concerne egalement les cassettes d'expression qui portent, avec les signaux assurant son ex- 
pression, la sequence d'ADN recombinant d6f inie pr£cedemment Ces cassettes d'expression peuvent etre 
15 soit integr^es dans le genome de I'hdte, soit localis6es sur un vecteur d'expression, tel qu'un plasmide conte- 
nant un moyen de selection. 

Ces cassettes d'expression comportent notamment des regions d'initiation de ia transcription et de ta tra- 
duction, qui contiennent un site de fixation des ribosomes et une sequence promotrice. Ces regions peuvent 
etre homologues ou heterologues du micro-organisme produisant naturellement le polypeptide. 
20 Le choix de ces regions depend notamment de I'hote utilise. En particulier, lorsqu'il s'agit de micro-orga- 

nismes hotes procaryotes, le promoteur heterologue peut etre choisi parmi les promoteurs bacteriens forts, 
tels que le promoteur de I'operon tryptophane Ptrp de E. coti L le promoteur de I'operon lactose Plac de E. coh\ 
le promoteur droit du phage lambda P R , le promoteur gauche du phage lambda P L , les promoteurs forts de 
Pseudomonas et Comamonas, les promoteurs forts de Corynebacteries. 
25 Plus particulierement, dans le cas du promoteur droit du phage lambda, la forme thermosensible P R Clts 

pourra etre preferee. Dans le cas des micro-organ ismes eucaryotes, tels les levures, les promoteurs peuvent 
etre issus de genes glycolytiques de levure, tels les genes codant pour la phosphoglycerate kinase (PGK), la 
glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GPD), la lactase (LAC4), l'6nolase (ENO). 

Concernant les sites de fixation des ribosomes, celui derive du gene Cll de lambda ainsi que ceux derives 
30 de genes homologues de Comamonas ou Pseudomonas ou ceux derives de genes de Corynebacteries sont 
utilises preferentiellement lorsque le micro-organisme hote est procaryote. 

Une region permettant une terminaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle de I'hote envi- 
sage peut etre positionnee en 3* de la sequence codante. La cassette d'expression comprend egalement un 
ou plusieurs marqueurs permettant de seiectionner I'hote recombinant Les marqueurs pr6feres sont des mar- 
35 queurs dominants, c'est-a-dire conferant une resistance a des antibiotiques comme I'ampicilline ou la strepto- 
mycine ou a d'autres produits toxiques. 

Parmi les micro-organ ismes hotes utilises, on peut citer notamment les enterobacteries telles que E. coii, 
les bacteries appartenant aux genres Comamonas ou Pseudomonas, les bacteries coryneformes telles que 
celles appartenant aux genres Corynebacterium, Brevibacterium ou Rhodococcus. 
40 L'invention a egalement pour objet les micro-organ ismes contenant la sequence d'ADN recombinante se- 

lon l'invention, par exemple sur un plasmide comportant un moyen de selection. 

Un micro-organisme recombine contenant ladite sequence d'ADN sur une structure plasmidique a 6t6 de- 
pose a la Collection Nationale de Cultures de Micro-organ ismes (C.N. CM.) (Institut Pasteur, 25 rue du Docteur 
Roux, Paris) sous le n°l-1242 le 21 juillet 1992. Ce micro-organisme est la souche E. coli TG1 qui contient le 
45 plasmide pXL2148 ; ce micro-organisme est egalement identifie par la Demanderesse par la reference G420 7. 

L'invention a egalement pour objet les micro-organ ismes susceptibles de transformer des nitriles en car- 
boxylates et plus particulierement des dinitriles aliphatiques de formule NC - R - CN dans laquelle R est un 
groupe alkyiene Iin6aire ou ramifie ayant de 1 a 10 atomes de carbone en carboxylates. 

Au-dela de I'acquisition de leurs structures I et II lors de leur synthase paries micro-organ ismes selon I'in- 
50 vention, il est important que les polypeptides consid6r6s se stabilisent dans leurs structures III et IV, de facon 
a etre doues d'une activite nitrilase optimale. 

II est du merite de la demanderesse d'avoir decouvert des moyens pour favoriser la susdite stabilisation. 
Ainsi, tout micro-organisme selon l'invention contient, de preference : 

- au moins un agent proteique d'aide au repliement des polypeptides qu'il synthetise et, en particulier, de 
55 la nitrilase dont il est question dans le present expose, 

- et/ou les genes codant pour un tel agent, cet agent etant present dans une quantite superieure a celle 
correspondant au niveau de base du micro-organisme consider. 

Par niveau de base, on entend, au sens de la presente invention, le niveau maximum pouvant etre atteint 
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par le micro-organ isme sauvage correspondant considere. 

Avantageusement, cet agent est la chaperone GroE de E. coli ou son homologue d'origine eucaryote ou 
procaryote. 

La chaperone GroE d'E. coli est normalement presente dans les souches sauvages. 

Les genes codant pour I'agent sont portes par le chromosome ou parun element extra-chromosique (plas- 
mide, phage). II est preferable de les amplifier par tout moyen connu et approprie, de maniere a favoriser la 
synthese d'agent dans le micro-organisme. 

Les genes codant pour I'agent sont sous la dependance de systemes d'expression homologues ou hete- 
rologues de leur micro-organisme note. 

L'invention concerne aussi le procede de transformation des nitriles en carboxylates & I'aide d'un polypep- 
tide selon l'invention ou d'un micro-organisme recombine le generant. Ce procede consiste k mettre en pre- 
sence le nitrile d transformer avec un polypeptide ou un micro-organisme recombine tel que defini precedem- 
ment. On op ere generalement & la temperature ambiante. Selon un mode particulier de realisation de l'inven- 
tion, le polypeptide ou le micro-organisme recombine est immobilise sur ou dans un support solide. 

Le procede de l'invention convient pour la transformation des nitriles en carboxylates et plus particuliere- 
ment pour la transformation en carboxylates des di nitriles de formule NC - R - CN dans laquelle R est un groupe 
alkylene lineaire ou ramifie contenant 1 & 10 atomes de car bone. 

Le procede de l'invention est particulierement approprie pour la synthese enzymatique de I'adipate d'am- 
monium a partir d'adiponitrile. 

Les exemples qui suivent permettent d'illustrer les caracteristiques et les avantages de la presente inven- 
tion, sans toutefois en limiterla portee. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

La fig. 1 represente le rendement (%) d'hydrolyse de I'adiponitrile en cyanovalerate (courbe a) et en adi- 
pate d'ammonium (courbe b) en fonction du temps de reaction en heures pour la souche Comamonas testos- 
teroni sp. 

Les fig. 2a et 2b represented les cartes de restriction des plasmides pXL2075 et pXL2076. 

La fig. 3 represente la carte de restriction du fragment Sstl-Sstl de 4,1 kb contenant la sequence d'ADN 
(denommee sur la figure "gene de la nitrilase") codant pour le polypeptide ayant I'activite nitrilase selon in- 
vention, fragment present dans les plasmides pXL2075 et pXL2076. La strategie d'elaboration du fragment 
Xbal-Sstl contenant la sequence d'ADN selon l'invention est egalement representee sur cette figure. 

La fig. 4 represente la sequence d'ADN selon l'invention avec sa sequence d'acides amines deduite. 

La fig. 5 represente la carte de restriction du plasmide pXL2087. 

La fig. 6 represente la carte de restriction du plasmide pXL2148. 

La fig. 7 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS £ 10 % montrant ('expression de la se- 
quence d'ADN selon l'invention dans la souche E. coli TG1/pXL2027. Chaque piste correspond & une quantite 
de proteine equivalente £ 60 \x\ de culture & une densite optique & 610 nm de 3. 

La fig. 8 represente la carte de restriction du plasmide pXL2158. 

La fig. 9 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS & 1 2,5 % montrant Texpression de la se- 
quence d'ADN selon l'invention dans les souches TG1/pXL2158 et TG1/pXL2158 + pXL2035 (GroE). 
La fig. 10 represente la carte de restriction du plasmide pXL 2169. 

la fig. 11 represente I'electrophorese sur gel de SDS-PAGE SDS & 10 % montrant Texpression de la se- 
quence d'ADN selon l'invention dans la souche Pseudomonas putida G2081 - pXL2169. 

Les abreviations utilisees dans la suite de la description ont les significations ci-apres : 
SSC : tampon couramment utilise pour des hybridations ; il contient du citrate de sodium et du NaCI. 

(20XSSC = NaCI 3M-citrate de sodium pH 7, 0,3 M) 
SDS : dodecyl sulfate de sodium 

FPLC : chromatographie liquide denommee en langue anglaise "fast protein liquid chromatography" 

SDS-PAGE : electrophorese en gel & base de dodecylsulfate de sodium et de poly acryl amide 
IPTG : isopropyl 0-D thiogalactopyranoside. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1: PURIFICATION DE LA NITRILASE DE Comamonas testosteroni sp. 

5 1 - PREPARATION DES CELLULES : 

Une souche de Comamonas testosteroni sp a ete cultivee, en fiole agitee, a 28°C, pendant 15 h 30, dans 
le milieu A dont la composition est la suivante : Milieu A 



- Glucose 


5g/l 


- (NH 4 ) 2 S0 4 


1 g/l 


- Na 2 HP0 4 


5.24 g/l 


- KHP0 4 


2.77 g/l 


- Extra it de levure 


5 g/l 


- Casamino Acides 


1 g/l 



Cette preculturea servi a ensemencer un fermenteur de 20 I contenant 15 I de milieu A. Le pH, la tempe- 
rature, le debit d'air et la vitesse d'agitation ont ete regules respectivement a 6,6, 28°C, 300 l/h et 350 tr/min. 
Apres 24 h, 84 g de cellules humides ont ete recoltees. Cela correspond a une teneur en poids sec de cellules 
de 0,9 g/l et & une densite optique & 660 nm (DO 660 nm ) de 2. 

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE SUR ADIPONITRILE : 



Un culot cellulaire contenant 13,1 mg de poids sec de cellules a ete mis en suspension dans 2 ml d'une 
solution 52,3 mM en adiponitrile dans le tampon phosphate de potassium 50 mM ; pH 7. La reaction a ete 
conduite a 25°C sous agitation et la cinetique a ete suivie par prelevement. Sur chaque prelevement ont ete 
doses par chromatographie liquide haute performance (CLHP) le cyano-5-valeramide, t'adipamide, le cyano- 
5-valerate, Tadipamate et I'adipate. Les resultats sont regroupes sur la fig. 1 qui represente les courbes de 
rendement (en ordonnees) en cyanovalerate (courbe a) et en adipate d'ammonium (courbe b). La vitesse de 
formation du cyanovalerate et de I'adipate etait respectivement superieure a 0,45 et egale a 0,1 5 U/mg de cel- 
lules poids sec (1 U est egale a 1 u.mole de produit forme par minute). 

3- PURIFICATION : 



Toutes les etapes de la purification ont ete realisees dans le tampon Tris/HCI 50 mM pH 7,5, 1 mM de 
dithioerythritol (DTE) sauf indication contraire. Achacune des etapes, I'activite nitrilase des fractions a ete de- 
terminee a pH 7 et a 25°C dans le tampon phosphate 1 0 mM en presence d'adiponitrile 1 0 mM. La concentration 
en proteine des pools a ete determinee par la methode au bleu de Coomassie (kit PIERCE Protein assay). 
Les proteines ont ete analysees par electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS (Phastsystem PHARMA- 
CIA). Les modes operatoires de chacune des etapes sont commehtes ci-dessous. 

Etape 1 : Ex trait brut 

57 g de cellules humides ont ete reprises dans 85 ml de tampon et traitees aux ultrasons pendant 30 min 
(Sonicateur VIBRACELL de Bioblock : Sonde 13 mm ; puissance 7 ; 40 % du cycle actif). La DO^ nm est pas- 
see ainsi de 97 & 60. Apres centrifugation a 48 000 g maximum pendant 60 min, le surnageant a ete recupere. 

Ce surnageant a ete amene, par adjonction progressive de sulfate d'ammonium, a 15 % de la saturation. 
Apres 1 h, la suspension a ete centrifugee 30 min a 30 000 g maximum. Le surnageant a et6 amene & 50 % 
de la saturation. Apres 1 h, la suspension a ete centrifugee dans les memes conditions, le precipite a ete re- 
cupere puis dialyse contre le tampon pendant deux jours. 

Etape 2 : Colonne echangeuse d'ions (Q Sepharose Fast Flow) 



La fraction dialysee a ete chargee a un debit de 1 25 ml/h sur une colonne (26 x 380 mm) de M Q Sepharose 
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Fast Flow" equilibree avec le tampon d un debit de 250 ml/h. La cotonne a ete percolee & un debit de 250 ml/h 
successive me nt paries solutions suivantes : 

- 166 ml de tampon 

- 180 ml d'un gradient 0 & 0,2 M en KCI dans le tampon 
5 - 180 ml de tampon additionne de KCI 0,2 M 

- 270 ml d'un gradient 0,2 d 0,4 M en KCI dans le tampon 

- 180 ml de tampon additionne de KCI 0,4 M 

- 200 ml de tampon additionne de KCI 1 M 

La fraction ayant I'activite nitrilase a ete eluee dans un volume de 129 mt au cours du palier d 0,2 M en 

10 KCI. 

Les etapes suivantes sont realisees sur le systeme FPLC (Pharmacia). 
Etape 3 : filtration sur gel (FPLC Superdex 200) 

15 La fraction ayant I'activite nitrilase obtenue precedemment (129 ml) a ete concentree jusqu'S 12 ml par 

precipitation des proteines avec du sulfate d'ammonium & 80 % de la saturation, suivie d'une dialyse contre le 
tampon. La fraction ainsi concentree (1 2 ml) a ete chargee en 2 fois sur la colonne de gel (16 x 600 mm) equi- 
libree avec le tampon additionne de 0,1 M de KCI £ un debit de 0,8 ml/min. Les fractions ayant I'activite nitrilase 
ont ete eluees avec le tampon ci-dessus £ un debit de 1 ml/min et dans un volume total de 36 ml. Ces fractions 

20 correspondent d un poids moleculaire de 280 kDa. 

Etape 4 : Colonne d'hydroxyapatite (BIO-RAD HPHT; 7,8 x 100 mm) 

Les fractions obtenues ci-dessus ont ete concentrees & 8 ml par ultrafiltration (membrane DIAFLO PM 39 
25 AMICON). La solution concentree a ete injectee sur la colonne d'hydroxyapatite equilibree avec le tampon ad- 
ditionne de CaCI 2 p 10 nM. La colonne a ete percolee, £ un debit de 0,5 ml/min, successivement avec : 

- 5 ml du tampon d'equilibrage, 

- 15 ml d'un gradient de phosphate de potassium de 0 & 350 mM dans le tampon d'equilibrage, 

- 10 ml du tampon d'equilibrage additionne de 350 mM de phosphate de potassium. 

30 Les fractions ayant I'activite nitrilase ont ete eluees entre 62 et 135 mM en phosphate de potassium sur 

un volume de 3 ml. 

Etape 5 : Colonne d'interaction hydrophobe (FPLC-Phenyl Superose HR 5/5) 

35 Les fractions actives obtenues ci-dessus, amenees & 15 % de la saturation en sulfate d'ammonium, ont 

ete chargees & un debit de 0,5 ml/min sur la colonne, equilibree avec du tampon contenant du sulfate d'am- 
monium a 15 % de la saturation. La colonne a ete percolee avec : 

- 6 ml de tampon d'equilibrage, 

- 1 2 ml d'un gradient decroissant de sulfate d'ammonium 1 5 % £ 0 % de la saturation en sulfate d'ammo- 
40 nium dans le tampon, 

- 23 ml de tampon. 

Une partie des fractions ayant I'activite nitrilase ont ete eluees lors du lavage de la colonne avec le tampon 
d'equilibrage. Ces fractions actives ont ete reinjectees dans les memes conditions. Cette operation a ete ef- 
fectuee deux fois. Les fractions actives, eluees apres le gradient, ont ete reunies (volume 51 ml). 

45 

Etape 6 : Filtration sur gel (FPLC-Superdex 200) 

Les 51 ml ont ete concentres ^3ml par ultrafiltration sur membrane (AMICON DIAFLO PM30). Ces 3 ml 
ont ete charges sur la colonne (16 x 600 mm), equilibree avec le tampon additionne de 0,1 M KCI. Les 9 ml 
so contenant I'activite ont ete elues & une position correspondant & un poids moleculaire de 280 kDa. Cette so- 
lution a ete amenee £ 36 % de glycerol puis congelee pendant 15 jours. 

Etape 7 : Colonne echangeuse d'ions (FPLC Mono Q HR 5/5) 

55 La solution proteique a ete decongelee et chargee sur la colonne, equilibree avec le tampon contenant 

0,1 M de KCI, & un debit de 0,5 ml/min. La colonne a ete percole successivement avec : 

- 15 ml d 0,5 ml/min de tampon additionne de 0,1 M en KCI, 

- 4,5 ml d 1 ml/min de tampon additionne de 0,1 M en KCI, 

6 
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. . - 15 ml a 1 ml/min d'un gradient de KCI de 0,1 a 0,4 M dans le tampon, 
- 10 ml de tampon additionne de 0,4 M de KCI. 

Les fractions actives ont 6t6 6lu6es entre 0,15 et 0,3 M de KCI. Ces fractions sont homog6nes. Par analyse 
SDS-PAGE, deux bandes tr6s proches de 38 et 39 kDa sont visibles. Les fractions ainsi obtenues seront d6- 
nomm6es ci-apr6s "nitrilase puriftee". 

Les donnees de chacune des 6tapes de purification ci-dessus sont rassembl6es dans le tableau 1 ci- 
apr6s : 



Tableau 1 : Purification de la nitrilase de Comamonas 
testosteroni sp 
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Etape DE PUMFICATK) n 


Vol. 
ml 


Proline 
mg 


Acnvtte 


RENDEMENT 


PF 


Toule 




: Proline j Activity 


0 - Extra il brui 


61 


920 


62 000 


68 


100 


100 


1 


2 - Q Sepharosc FF 


130 


245 


47 000 


190 


27 


76 


2,8 


3 - Filtration sur gel 


36 


27 


56 000 


2 100 


2,9 


90 


30 


4 - Colonne hydroxy-apatite 


3 


12 


49 000 


4 100 


1,3 


79 


60 


5 - Phenyl Superose 


51 


11 


11 000 


1 000 


l J 


18 


15 


6 - Filtration sur gel 


9 


2.7 


6 300 


2 300 


0,3 


10 


34 


7 - Mono Q HR5/5 


2,9 


1 


1 200 


t 200 


0,01 


2 


18 



20 



25 



30 



35 ABREVIATIONS : PF = coefficient de purification ; U = (imol/h 

4 - DETERMINATION DE LA SEQUENCE N-TERMINALE DE LA NITRILASE 

A partir de la prot6ine purifi6e, la sequence N-terminale de 27 aminoacides a 6te d^terminee par d6gra- 
40 dation sequentielle automatique d'Edman en utilisant un appareil "Applied Biosystems Model 470 A". Cette se- 
quence est la suivante : 



45 



Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val Ala Ala Val Gin Ala Ala Val 
5 10 15 



50 



Phe Met Asn Leu Glu Ala Thr Val Asp Lys Thr 

20 25 



55 La recherche dans les banques de sequences a per mis de trouver une identity de 53 % avec la nitrilase 

de Klebsiella pneumoniae active sur le Bromoxynile, qui fait I'objet de la demande de brev t EP N° 373 173. 



BNSDOCID:<EP 059681 2A1> 



EP0 596 812 A1 



5 - ACTIVITY DE LA NITRILASE PURIFI^E : 

a) - Influence du pH sur I'activite de ta nitrilase : 

La nitrilase purif iee a ete teste e a differents pH sur deux substrats ad ipo nitrite et cyano-5-valerate 
dans les conditions indiquees dans le tableau 2 ci-apres. 



Tableau 2 : Acuvrrt de la nitrilase purift£e en fonction du pH 
10 SUR adiponitrile et cyano valerate 



15 



20 



30 



35 



SUBSTRAT 


Tampon 


AciwrrfispficiFiQUE 


Nature. j 


PH; 


U/mg de prot€ine 




Acetate j 


3,0 


2 300 




Acetate j 


4,0 


2 900 




Acetate j 


4,5 


2 800 


Adiponitrile 


Acetate I 


5,0 


2 700 




Phosphate 


6,0 


2 900 




Phosphate j 


7,0 


2 700 




Phosphate j 


8,0 


2 800 




Acetate j 


4,0 


450 


Cyano-5 -valerate 


Acetate \ 


5,5 


180 




Phosphate ; 


7,0 


30 




Phosphate | 


8,0 


6 



CONDITIONS COMMUNES : [substrat] = 10 mM ; tampon 10 mM ; T°C 25 ; 

[nitrilase] 12 fig/ml pourle cyanovalerate et 3 jxg/ml pour I'adiponitrile (frac- 
tion etape 6) ; 

40 U (Adiponitrile) = ^mole de cyanovalerate forme/h, U (cyanovalerate) = 

^mole d'adipate forme/h. 
b) - Spectre d'activite de la nitrilase purif iee : 

Les activites de la nitrilase purif iee ont ete mesurees sur adiponitrile, cyano-5-valeramide, acide cya- 
no-5-valerique, benzonitrile, propionitrile, acrylonitrile. Les resultats sont donn6s dans le tableau 3. 

45 
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Tableau 3 : Acnvrri: relative de la nitrilase purtfi£e sur 

DIFF^RENTS NITRELES 



SUBSTRAT 


Activity relative (%) 


Ad ipo nit rile 


100 


Cyano-5-val^ramide 


28 


Acide cyano-5-val£rique 


22 


Aery Ion itrite 


23 


Propionitrile 


6 


Benzonitrile 


4 



CONDITIONS COMMUNES : tampon acetate : 1 0 mM pH 4 ; substrat 1 0 mM ; volume = 3 ml ; T = 25°C ; 

duree de la reaction = 1 ou 3 h ; proteines : de 5 a 30 jig/ml. 

EXEMPLE 2 : CLONAGE DE LA NITRILASE DE Comamonas testosteron i sp. 

A partir de la sequence NH 2 terminale presentee dans I'exemple 1 , une sonde nucleotidique a ete synthe- 
tisee ; le pourcentage en GC eleve des souches de Comamonas decrites dans la litterature (Tamaoka et al., 
Int. J. Syst. Bacterid, 1987, 37, 52-59) a dicte un choix pour la troisieme position du codon dans le cas des 
lysines et dans le cas de la valine. La sonde est un 26 mer 128 fois degenere (N remplace A, C, G ou T) : 

MKNYPTVKV 
5' ATGAAGAATT ATCCNACNGT CAAGGT 3' 
C C G 

La strategie suivie a consiste tout d'abord a verifier la specif icite de cette sonde nucleotidique et a deter- 
miner la nature des fragments d'AdN genomique a doner. Brievement, I'AdN genomique de Comamonas tes- 
tosteroni sp. a ete digere par plusieurs enzymes de restriction (Sstl, Sphl, BamHI, Pstl...) correspondant a des 
sites utilisables pour le clonage. 

Apres electrophorese sur gel d'agarose et transfert sur membrane de Nylon, les diverses digestions ont 
ete hybridees a la sonde. On constate que la sonde a une specificite suffisante dans les conditions d'hybri- 
dation utilisees (tampon d'hybridation = 5x SSC, 5x Denhardt, 0,1 % SDS, 50 mM Na 3 P0 4 pH 6,5, 250 ^g/ml 
ssAdN ; temperature d'hybridation 50°C. Conditions de lavage : 1 h, 6x SSC, temperature ambiante et 5 min 
en 2x SSC, 0,1 % SDS a 50°C). 

Dans ces conditions, la sonde a permis d'obtenir des signaux importants et sans ambiguTte ; en particulier, 
dans le cas des digestions par Sstl, Sphl, BamHI et Pstl. Les empreintes d'hybridation montrent en particulier 
I'existence d'un fragment unique Sstl-Sstl d'environ 4 kb. Af in de doner ce fragment, les fragments de 3,5 a 
4,5 kb d'une digestion Sstl de I'AdN genomique ont ete purifies par electrophorese preparative sur agarose 
et electroelution, puis ligatures au plasmide pUC19 (YANISCH et al., Gene 33 (1985)103), lui-meme digere 
par Sstl. Apres transformation dans la souche DH5a (Clontech Laboratory, Palo Alto Californie), 600 clones 
blancs sur LB amp X- gal (SAMBROOK et al., Molecular Cloning. A laboratory Manual, 2 nd edition, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory N.Y. 1989) ont ete repiques individuellement, trans- 
feres sur membrane de Nylon, puis analyses par hybridation avec la sonde ayant servi pour hybrider le 
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Southern blot et ce dans les memes conditions de stringence. Six clones ont ainsi ete reperes comme hybridant 
tres fortement avec la sonde. Deux clones ayant insere le meme fragment d'environ 4,1 kb dans les deux orien- 
tations (pXL2075 [fig. 2a] et pXL2076 [fig. 2b]) ont ete analyses plus en detail (cartographie de restriction, 
sequencage partiel en utilisant la sonde comme amorce et Southern blot). II a ainsi pu etre montre que la partie 
5 5' du gene qui hybride avec la sonde est local isee sur un fragment de Xhol-Xbal de 150 pb environ oriente 
dans le sens Xhol vers Xbal. Les fig. 2a et 2b represented les cartes de restriction de ces plasmides. 

EXEMPLE 3 : SEQUENCE D'UN FRAGMENT DE 1194 pb CONTENANT L'AdN CODANT POUR LE PO- 
LYPEPTIDE AYANT L' ACTIVITY NITRILASE. 

10 

La localisation sur Tinsert clone du fragment de 1194 pb contenant le gene de la nitrilase sequence est 
indiquee sur la fig. 3. La strategie de sequencage de ce fragment realise selon des methodes classiques 
connues de I'homme de metier est egalement indiquee sur la fig. 3. Les diverses sequences ont toutes ete 
obtenues par la methode de terminaison de chatnes (kit sequenase en presence de 7-deaza dGTP ; ( 35 S)dATP 
15 soit sur des matrices simple brin de M13 (mp 18 ou 19, voir YANISCH etal., op. cite) recombinant portant des 
sous-fragments, soit directement sur le plasmide pXL2075). Piusieurs amorces specif iques ont egalement ete 
synthetisees dans ce but. 

La sequence d'ADN selon ('invention est representee sur la fig. 4. Le pourcentage en G+C moyen de la 
sequence obtenue est de 45,7 % ce qui est inferieur au pourcentage G+C de 61,5 % decrit chez d'autres sou- 
20 ches de Comamonas (Tamaoka et al. f op. cite). Une analyse de la sequence obtenue a permis de caracteriser 
une phase ouverte de 1064 pb, appelee ci-apres gene nit, codant pour un polypeptide de 354 residus corres- 
pondant & un poids moleculaire de 38 725 Da. La sequence en acides amines de ce polypeptide est indiquee 
sur la fig. 4. Ce polypeptide comprend la sequence NH 2 terminale u til isee pour synthetiserla sonde ainsi que 
trois sequences internes determinees sur des fragments trypsiques de la nitrilase purif iee (ces sequences in- 
25 ternes sont soulignees sur la fig. 4). 

Ainsi, cette phase ouverte represente la sequence d'ADN selon I'invention. 

EXEMPLE 4 : HOMOLOGIE AVEC D'AUTRES PROT&NES, IDENTIFICATION DE SEQUENCE HOMOLO- 
GUE. 

30 

La sequence d'ADN selon I'invention a ete comparee avec I'ensemble des sequences de la banque de 
proteines NBRF;seuleune homologie significative a ete trouvee avec la Nitrilase de Klebsiella ozaenae spe- 
cifique de I'herbicide Bromoxynil (Stalker et al., J. Biol. Chem., 1988, 263 , 6310-6314). Les deux nitrilases pre- 
sentent une homologie stricte de 34,9 % repartie sur 320 acides amines. Par ailleurs, cette proteine presente 
35 34,4 % d'homologie stricte repartie sur 312 acides amines avec la nitrilase d'Arabidopsis specif ique de I'indole- 
3-acetonitrile [Bartling & al., Eur. J. Biochem. 205, 417-424, 1992]. 

EXEMPLE 5 : EXPRESSION DE LA NITRILASE DANS E. Coli. 

40 Af in de conf irmer I'identif ication de la phase codante avec la nitrilase purif iee, le gene nit, precede de son 

propre site de fixation des ribosomes, a ete place sous le controle du promoteur de I'operon lactose de E. coli 
selon le mode operatoire decrit ci-apres : le plasmide pXL2087, decrit sur la fig. 5, a ete obtenu par insertion 
du fragment Xhol-Ncol derive du plasmide pXL2075 entre les sites correspondants du vecteur pMTL25 (Cham- 
bers et al., Gene, 1988, 68, 139-149). Ce plasmide contient done le promoteur de Toperon lactose Plac, suivi 

45 du site de fixation des ribosomes et du gene structural de la nitrilase, ainsi qu'un gene conferant la resistance 
& Tampicilline. 

L'expression de la nitrilase a ete visualisee chez la souche E. coli TG1 contenant le plasmide pXL2087. 
Dans ce but, la souche TG1/pXL2087, ainsi que la souche temoin TG1/pUC19, ont ete cultivees 16 h en milieu 
LB £ 37°C (Miller, J.H. 1972, Experiments in Molecular Genetics - Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
so Harbor, N.Y.) contenant 100 u.g/ml d'ampicilline, puis diluees au 100eme dans le meme milieu et & la meme 
temperature. Lorsque les cultures ont atteint une DO 610 comprise entre 0,5 et 1, de I'lPTG, d la concentration 
finale de 1 mM a ete ajoute. Apres 2 h de culture, les bacteries ont ete collectees. 

L'expression de la nitrilase a ete mesuree, apres sonication des cellules, en gel SDS-PAGE, dans la frac- 
tion brute ou apres centrifugation dans le culot et dans le surnageant Les resultats sont presentes sur la fig. 
55 7 et montrent un niveau eleve d'expression de la nitrilase dans les extraits de cellules cultivees en presence 
d'IPTG ; toutefois, cette proteine est essentiellement sous forme insoluble. 

Sur la fig. 7, M represente le marqueur de poids moleculaires ; ceux-ci sont indiques en kDa. D' autre part, 
les pistes ont les significations ci-apres : 

10 
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+ IPTG 


TCI: 

+ pXL20S7 


TG I 
n Yi ; 9nRri : U. 

IPTG 




Fractions brutes 


A 


D 


G 


J 




Culots 


B 


E 


H 


K 


10 


Surnageants 


C 


F 




L 



A partir du plasmide pXL2087, on a prepare le plasmide pXL2148 par insertion du fragment Xhol-EcoRI 
15 du plasmide pXL2087, portant le gene codant pour la nitrilase entre les sites Sail et EcoRI de pBR322 [SUT- 
CLIFFE, Nucleic Acid Res. 5, (1978): 2721-2730]. 

Ce plasmide pXL2148, dont la carte de restriction est representee sur la fig. 6, a ete egalement utilise 
pour transformer la souche de E. coli TG1 selon la methode du chlorure de calcium. La selection des micro- 
organismes a ete faite sur ampicilline. La souche E. coli TG1 (pXL2048) (G4207) ainsi transformee a ete de- 
20 posee a la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes a Paris (Institut Pasteur, 25 rue du Docteur 
Roux) sous le n° 1-1242 le 21 juillet 1992. 

D'autres systemes d'expression ont ete utilises pour produire la nitrilase dans un micro-organisme recom- 
binant. 

Tout d'abord, le gene nit a ete exprime dans E coli derriere le promoteur de I'operon tryptophane de,E. 

25 co//, sous la dependance du RBS du gene Cll du phage k. Pour ce faire, un site de restriction Nde l a ete cree 
sur le codon d'initiation de nit et le fragment Nde l/ Aha ll de 1 1 7 pb contenant la partie 5' du gene nit a 6 te amplif ie 
par la technique de PCR, a partir de pXL2087. Un fragment Nde l/ Xba l de 61 pb, Q btenu apres digestion du 
premier fragment, a 6te ligue au fragment Eco RI/ Nde l contenant le promoteur de I'operon tryptophane de E. 
coli et le site de fixation des ribosomes du gene Cll du bacteriophage X (Ptrp-RBSCII) entre les sites Eco RI et 

30 Xbal de pUC19 (Yanisch et al., Gene 33 (1985) 103) pour aboutir au plasmide pXL2149. Le fragment Eco RI- 
/ Xba l de pXL2149, contenant la partie 5* de nit derriere Ptrp-RBSCII, a ete ligue avec le fragment Xba l/Sall 
de pXL2087 contenant la partie 3' du gene nit entre les sites Eco RI et Sai l de pXL642 (Mayaux, resultats non 
publies) : pXL642 est un derive de pXL534 (Latta et al., 1990. DNA Cell Biol., 9, 129) dans lequel le gene su- 
rexprime code pour un inhibiteur tissulaire de metallo-proteases et dans lequel le site Hindlll en aval du gene 

35 surexprime a ete remplace par le multisite Eco RI/ Hind lll de M13mp18. ^ 

Le plasmide pXL2158 final est done un derive de pBR322 (Sutcliffe, Nucleic Acid Res. 5, (1978) : 2721) 
contenant un gene conferant la resistance & rampicilline et le gene nit sous controle de Ptrp-RBSCII. La carte 
de restriction de ce plasmide pXL2158 est representee a la fig. 8. 

Le plasmide pXL2158 a ete utilise pour transformer la souche E. coli TG1. La souche TG1/pXL2158, ainsi 

40 que la souche temoin TG1 contenant le-vecteur pMTL22, ont ete cultivees 16 h en milieu M9 glucose a 30°C 
(Miller, J.H. 1972. Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
N.Y.) contenant 1 00 ng/ml d'ampiciliine et 100 u.g/ml de tryptophane. Ces cultures ont ete diluees 100 fois dans 
le meme milieu en absence de tryptophane et cultivees pendant 6 heures & la meme temperature. 

L'expression de la nitrilase de Comamonas testosteroni Nl 1 a ete mesuree, apres sonication des cellules, 

45 en gel SDS-PAGE 12,5%, dans la fraction brute ou, apres centrifugation, dans le culot et dans le surnageant. 
Les resultats sont presentes sur la fig. 9. 





TGl/pXL2158 
+ pXL2G35 


TGl/pXL2158 


TGI + pMTL22 


Surnageant 


A 


D 


G 


Culot 


B 


E 


H 


Extrait total 


C 


F 


1 
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On voit sur ce gel que pXL2158 induit une forte expression de la nitrilase majoritairement sous forme in- 
soluble. 

L'efficacite de la chaperone GroE a ete alors testee (Hemmingsen et al. ( 1988. Nature. 333 : 330) pour 
aider au repliement correct de la nitrilase. Pour ce fa ire, le plasmide pXL2035 a ete construit de la maniere 
5 suivante. Le fragment EcoRI/Hindlll de 2,2 kb contenant les genes groES et groEL , codant pour les deux sous- 
unites de GroE, a ete extra it du plasmide pOF39 (Fayet et al., 1986. Mot. Gen. Genet. 202: 435) et introduit 
entre les sites Eco RI et Hindlll du vecteur pDSK519 (Keen et al., 1988. Gene. 70 : 191). 

Le plasmide pXL2035 a ete introduit dans la souche TG1 contenant pXL2158. La souche resultante a ete 
cultivee dans les memes conditions que precedemment, en presence de kanamycine 50 mg/l ; les resultats 
10 d'expression sont visualises sur la fig. 9. II ressort que la surexpression de GroE (seule la sous-unite GroEL 
est visible sur le gel) solubiiise une ma jo rite de la nitrilase exprimee a partir de pXL2158. 

Le meme systeme d'expression a ete utilise pour prod u ire la nitrilase chez Pseudomonas putida. Ainsi, a 
partir de pXL2158, les fragments Nde l/ Nco l de 1256 pb et Nco l /Bam HI de 535 pb ont ete introduits entre les 
sites Nde l et Bam HI de pXL1841. pXL1841 (Blanche et al., 1991. J. Bacteriol. 173:4637) est un derive de 
15 pKT230 (Bagdasarian et al., 1981 . Gene. 15: 237) exprimant un gene de Methanobacterium ivanovii derriere 
Ptrp-RBSCII. 

Le plasmide pXL2169 final est done un derive de pKT230 contenant un gene conferant la resistance a la 
kanamycine et le gene nit sous controle de Ptrp-RBSCII (cf f ig. 10). Ce plasmide a ete introduit dans la souche 
de Pseudomonas putida G2081. G2081 est une derivee de Pseudomonas putida KT2440 (Bagdasarian and 

20 Timmis, 1 981 . In Hofschneid and Goebel. Topics in Microbiology and Immunology. 47. Springer Verlag. Berlin.) 
rendue resistante a I'acide nalidixique et a la rifampicine. Le vecteur pDSK519 (Keen et al., 1988, Gene. 70 
191) a ete utilise comme plasmide temoin. G2081 (pXL2169) et la souche G2081 (pDSK519) ont ete cultivees 
la nuit a 30°C en milieu LB contenant 20 mg/l de kanamycine. Ces precultures ont ete diluees 100 fois dans 
le meme milieu. Les cultures ont alors ete poursuivies 7 h 30 min a la meme temperature, ^expression de la 

25 nitrilase de Comamonas testosteroni Nl 1 a ete mesuree, apres sonication des cellules, en gel SDS-PAGE 10 
%, dans la fraction brute ou, apres centrifugation, dans le culot et dans le surnageant Les resultats sont pre- 
sents sur la fig. 11. Seul I'extrait brut de la souche G2081 (pDSK519) a ete depose (puits D). Pour la souche 
G2081 (pXL2169) I'extrait total, le culot de sonication et le surnageant de sonication ont ete deposes, respec- 
tivement, dans les puits C, B et A. II ressort de cette experience que la souche de Pseudomonas putida exprime 

30 des quantites importantes de nitrilase sous forme soluble. 

EXEMPLE 6 : DOSAGE DE L' ACTIVITY NITRILASE DE SOUCHES RECOMBINANTES. 

Les exemples qui suivent illustrent I'activite nitrilase des souches recombinantes de E. coii TG1 et de Pseu- 
35 domonas putida G208 1 . 

Les differents plasmides integres dans ces souches sont les suivants. 



Plasmides 



Caract6ristiques 



40 



pXL2087 



Plasmide recombine qui porte le' gfcne de la nitrilase de 
Comamonas NI 1 sous le controle du promoteur P^. 



pXL2158 



Plasmide recombine qui porte le gfene de la nitrilase de 
Comamonas NI 1 sous le controle du promoteur tryptophane. 



45 



pXL2035 



Plasmide recombin6 qui porte les gfcnes codant pour GroE 



50 



et S. 



pXL2169 



Plasmide k large spectre d'hote avec une insertion porteur du 
gfene de la nitrilase de Comamonas NI 1 sous le controle de 
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pDSK519 



Plasmide temoin (cf. page 21 ligne 6). 
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Les activit6s de ces souches, induites ou non, sont mesur6es sur adiponitrile et cyano-5-val6rate, a diffe- 
rents pH et compares aux souches temoins n6gatif : E. coli TG1, E. coli TG1 (pXL2035) et Pseudomonas pu- 
tida G2081. 

5 1 - PREPARATION DES CELLULES : 

Les cultures sont r6alis6es dans les conditions d6crites dans le tableau 4. Au cours de la phase exponen- 
tielle de croissance, une des deux cultures de la souche recombinante est induite par I'lPTG 1 mM ; apr6s 2 
h a 37°C, cette culture est trait6e. 

10 

Tableau 4 : Culture des souches 



15 



20 



25 



30 



M1CR.OORGANISMBS . . 


Milieu 


DO**™ 


PS (g/1) 


1 - E. cotiTGl 


a 


3a 


0,90 


2 - E. coli (pXL2087) 


b 


3,2 


0,90 


3 - E. coli (pXL2087) 


c 


2,5 


0,90 


4 - E. coli (pXL2035) 


d 


2,1 


0,90 


5 - E. coli (pXL2148) U) 


b 


3,1 


0,80 


6 - E. coli (pXL2035, 2158) ( * 


e 


4,2 


1,30 


7 - P. putida (pXL1289) 


d 


2,1 


0,98 


8 - P. putida (pXL2169) 


d 


2,3 


0,98 



35 ABRtVIATIONS : a : milieu LB ; b : milieu LB + Amp 100 ng/ml ; c : milieu b + ajout de IPTG 1 

mM a une DO 660nm = 1 ; d : milieu LB + kanamycine 50 mg/l ; e : milieu M9 + 
ampicilline 100 mg/l + kanamycine 50 mg/l ; PS : poids sec. 
CONDITIONS COMMUNES : 1 a 3 ; Ensemencement au 1/1006me a partir d'une pr6culture ag6e de 16 h ; 

temps de culture 5,75 h ; T°C 37. 

40 4 a 8 : Ensemencement au 1/1006me a partir d'une pr6culture ag6e de 17 h a 

37° C avec addition de tryptophane ; temps de culture en fermenteur de 15 I : 
23 h pour E. Coli et 7,5 h pour R putida ; T°C 30. 

2 - MESURES DES ACTIVIT^S SP^CIFIQUES : 

45 

Les conditions de mesures des activites sp^cifiques et les r£sultats sont repertories dans le tableau 5. 
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Tableau 5 : Determination des Acnvrrts des souches t£moins des 

SOUCHES RECOMBIN ANTES 

5 



15 



MLCRCM3RGANTSME 


GONDmONS OPERATOIRES 




















Activity 


Nature 


IPTG 


| Eta! 


Substrat 


[PS] 


\ Volume 


pH 


U 










(g/I) 


j (ml) 




mg de PS 


1 - £. c<?/i TGI 




E 


CVA 


15.5 


1 


5.2 


0 






E 


CVA 


15,5 


1 


7,0 


0 






E 


AdN 


15,5 


1 


5,2 


0 






E 


AdN 


15,5 


1 


7,0 


0 
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M ICROOROANISME 


Conditions opGratoires 


Activity 

u 




Nature j IPTG 


■ CXaV : 


OUOSual 


■ i n>Qi : 


j (ml) j 


nH 


' .mp Hft PS '■■ 
UIK Uv r>7.' 


10 


2 


- E. coli TGI + 


\ E 


CVA 


! m 


i 1 \ 


4,0 


28 






pXL2087 + 


I E 


CVA 


j 1,4 


j l | 


5,2 


27 






! + 


! E 


CVA 


\ ^ 4 


| 2 j 


7,0 


8 






j + 


I s 


CVA 


1 1,4 




5,2 


25 


15 




\ + 


s c 
: o 


tVA 


• 1 A 

: * *^ 


: ^ : 
: : 


"7 n 


8 






! + 


E 


AdN 


! 0,3 


! 1 | 


4,2 


159(a) 






j -h 


i E 


AdN 


1 1 » 4 


! 1 j 


4,3 


38 


20 






E 


AdN 


1 ] ' 4 


j 2 ! 


6,2 


18 






j + 


E 


AdN 


! ! * 4 


1 2 | 


7,0 


11 






j + 


c 


A ,-lKJ 

AalN 


: i A 


: o : 
■ x ; 




17 


25 




j + 






i 1 


1 1 ! 


"7 A 


10 


3 


- E. coli TGI j 


E 


CVA 


\ *> 2 


i 2 i 


4,0 


10 






P XL2087 


E 
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15 



20 



Mjcro-oroanismb 


Conditions qperatodijes 


Activity 
U 

mg de PS : 


Nature 


IPTG | Etat 


Substrat j [PS] : j Volume \ pH 
. | (g/IK | Xml) J 


6 - E. coli TGI 
pXL2035,2158 j 


\ E 


AdN j 0,06 j 1 j 7,0 


Ua = 1 500 
Ub = * 


CVA | 0,2 j 1 j 7,0 


Ua = - 
Ub = 70 


7 - P. putida \ 
G2081 pDSK519 j 


| E 


AdN j 0,3 ] 1 7,0 


Ua = 0 
Ub = - 


8 - P. putida 
G2081 pXL2169 j 


- \ E 


CVA 0.25 1 7,0 


Ua = 130 
Ub = - 



25 



30 



CONDITIONS COMMUNES : [substrat] = 50 mM ; T°C = 25 ; tampon 50 mM ; cinetique sur 90 min pour 1 & 

3 et sur 120 min pour 4 a 8. 

ABRIiVIATIONS : E : cellules entieres ; S : cellules soniquees ; U : 1 umol d'adipate produit/h 

sauf (a) 1 umol de cyano-5-valerate produit/h ; Ua = umoles de cyanovalerate 
produit/h/mg de cellules PS ; Ub = umoles d'adipate produit/h/mg de cellules 
seches ; AdN : adiponitrile ; CVA : cyano-5-valerate. PS : poids sec. 

EXEMPLE 7 : SYNTHASE D'ADIPATE D' AMMONIUM PAR HYDROLYSE D f ADIPONITRILE EN BATCH 
PAR E. coli (pXL2087) EN SUSPENSION. 



Dans un volume initial de 5 ml de tampon phosphate 50 mM pH 7 contenant la souche E. coli (pXL2087) 
35 a une concentration initiate de 21 g/l, on a ajoute a 25°C et sous agitation magnetique 120 ul ou 1 068 umoles 
d'adiponitrile a 0, 1, 2, 3, 5, 6 et 7 h de reaction. Le suivi analytique a ete assure par prelevements de 100 ul 
du volume reactionnel toutes les heures. On a constate que I'hydrolyse se fait sans perte notable de la cine- 
tique. 

Les activites moyennes calculees sur 30 min apres ajout de Tadiponitrile sont rassemblees dans le tableau 
40 6 ci-apres. 



45 



50 
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Tableau 6 : Acnvrrfe moyennes des cellules E. coli (PXL2087) 

AU COURS DE L'HYDROLYSE DE L'ADIPONITRILE 

5 



10 


Temps de reaction 

.. .(h) 


Acnyrr6 sp6cifique 

/imole d'adipate 
h x mg de cellules 




0,5 


16 


15 


2,5 


15 




5,5 


11 


20 


6,5 


11 


7,7 


15 



25 EXEMPLE 8 : SYNTHASE D' AD I PATE D' AMMONIUM PAR HYDROLYSE DE L'ADIPONITRILE EN R£AC- 
TEUR A LIT FIXE PAR E. coli (pXL2087) IMMOBILIS^E SUR R&SINE. 

Les cellules d'E coli (pXL2087) ont tout d'abord ete f ixees selon la technique decrite dans le brevet U.S. 
4 732 851. 

30 Le biocatalyseur resultant a ensuite ete utilise en colonne a lit fixe pour I'hydrolyse de I'adiponitrile en adi- 

pate d'ammonium. 

1 - FIXATION DE E coli (pXL2087) SUR R£SINE. 

Les cellules ont ete f ixees selon le protocole suivant : 

- 1 g (poids humide) de E. coli (pXL2087) a 22 % de matieres seches, 

35 - 1 g de polyazetidine POLYCUP, ^ 

- 1 g de resine DUOLITE A 171. 

Le gramme de cellules a ete mis en suspension dans la solution de polyazetidine. Apres homogenei- 
sation, la resine a ete coulee dans la suspension cellulaire. L'ensemble a ete agite a la spatule puis aban- 
donne pendant 18 h, a I'air libre, sous une hotte, pour sechage. On a recueilli ainsi 4 ml ou 1,3 g de bio- 
40 catalyseur. 

Les activites des cellules immobilisees et libres ont ete determinees, a 25°C pH 7 sur une solution 
d'adiponitrile 50 mM. Elles sont respectivement de 30 et 110 [imoles de cyano-2-valerate/h/mg de cellules 
PS. On en deduit un rendement de fixation de 26 %. 

2 - Hydrolyse de I'adiponitrile en reacteur a lit fixe : 

45 La determination du temps de demi-vie est realisee en reacteur a lit fixe, continument alimente dans 

les conditions indiquees ci-apres : 

T°C 28 ; Catalyseur 0 t 5 g ou 2 ml ou 85 mg de cellules (poids sec) ; [adiponitrile] 50 mM ; tampon phos- 
phate 50 mM pH 7 ; debit 3,7 +/- 0,1 ml/h ; colonne : diametre 1 cm, hauteur 3 cm. 

L'activite initiate des cellules etait de 1 ,5 ^imoles d'adipate/h/mg de cellules (poids sec). 66 % de I'ac- 
50 tivite initiale sont conserves apres 32 jours ou 770 h. 
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A?PENE>ICE I 

LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

<i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC CHIMIE 

(B) RUE: 25, Quai Paul Doumer 

(C) VILLE: Courbevoie 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 92400 

(G) TELEPHONE: 68 12 3<f 

(H) TELECOPIE: 47 68 16 56 

(ii) TITRE DE/f INVENTION: Polypeptides possedant une activite 
nitri'lase, sequence d'ADN codant pour lesdits 
polypeptides, cassettes d f expression et micro-organismes 
4i6tes permettant leur obtenticn, procede de 
transformation. des nitriles en carboxylates au 
moyen desdits polypeptides. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Paten tin Release #1.0 , Version #1.25 (OEB) 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE: 

NUMERO DE DEPOT: EP 93 42033^.0 
(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 92 09882 

(B) DATE DE DEPOT: IO-AUG-I992 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val Ala Ala Val Gin Ala Ala Val 
1 5 10 15 

Phe Met Asn Leu Glu Ala Thr Val Asp Lys Thr Thr Lys Leu lie Ala 
20 25 30 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

15 (i) C ARACTER I STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(B) CLONE: sequence deduite de la sonde SEQ ID NO: 3 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val 
30 i 5 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 3: 

35 (i) C ARACTER I STI QUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



25 
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50 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: sonde 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

ATGAAGAAYT AYCCNACNGT SAAGGT 26 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

5 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 1194 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
10 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

<B) CLONE; sequence codant pour un polypeptide 
possedant une activite nitrilase 

25 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS" 

(B) EMPLACEMENT: 8?.. 1148 



20 



30 



35 



45 



50 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

CTCGAGACAA AATTGGGACA GTCGCCCCCT ATCTGCAAAA TGGAACCTCC TTTGCACATC 60 
TATAAAATTT TTTGAGGAAG ACAGCA ATG AAA AAT TAT CCT AC A GTC AAG GTA 113 

Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val 
1 5 



GCA GCA GTG CAA GCT GCT CCT GTA TTT ATG AAT CTA GAG GCA ACA GTA l6l 

Ala Ala Val Gin Ala Ala Pro Val Phe Met Asn Leu Glu Ala Thr Val 
#> 10 15 20 25 

GAT AAA ACT TGT AAG TTA ATA GCA GAA GCA GCA TCT ATG GGC GCC AAG 209 

Asp Lys Thr Cys Lys Leu lie Ala Glu Ala Ala Ser Met Gly Ala Lys 
30 35 40 



GTT ATC GGC TTC CCA GAA GCA TTT ATT CCC GGC TAT CCA TAT TGG ATT 257 
Val lie Gly Phe Pro Glu Ala Phe lie Pro Gly Tyr Pro Tyr Trp lie 
45 50 55 

TGG ACA TCA AAT ATG GAC TTC ACT GGA ATG ATG TGG GCC GTC CTT TTC 305 
Trp Thr Ser Asn Met Asp Phe Thr Gly Met Met Trp Ala Val Leu Phe 
60 65 70 
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AAG AAT GCG ATT GAA ATC CCA AGC AAA GAA GTT CAA CAA ATT AGT GAT 
Lys Asn Ala lie Glu lie Pro Ser Lys Glu Val Gin Gin lie Ser Asp 
75 30 85 



353 



10 



GCT GCA AAA AAG AAT GGA GTT TAC GTT TGC GTT TCT GTA TCA GAG AAA 
Ala Ala Lys Lys Asn Gly Val Tyr Val Cys Val Ser Val Ser Glu Lys 
90 95 100 105 



401 



GAT AAT GCC TCG CTA TAT TTG ACG CAA TTG TGG TTT. GAC CCG AAT GGT 
15 Asp Asn Ala Ser Leu Tyr Leu Thr Gin Leu Trp Phe Asp Pro Asn Gly 

110 115 120 



449 



20 



AAT TTG ATT GGC AAG CAC AGG AAA TTC AAG CCC ACT AGT AGT GAA AGA 
Asn Leu lie Gly Lys His Arg Lys Phe Lys Pro Thr Ser Ser Glu Arg 
125 130 135 



497 



25 



GCT GTA TGG GGA GAT GGG GAT GGA AGC ATG GCT CCC GTA TTT AAA ACA 
Ala Val Trp Gly Asp Gly Asp Gly Ser Met Ala Pro Val Phe Lys Thr 
140 145 150 



5^5 



30 



35 



40 



GAG TAT GGG AAT CTT GGG GGA CTC CAG TGC TGG GAA CAT GCT CTC CCA 
Glu Tyr Gly Asn Leu Gly Gly Leu Gin Cys Trp Glu His Ala Leu Pro 
155 160 165 

TTA AAC ATT GCG GCG ATG GGC TCA TTG AAC GAA CAG GTA CAT GTT GCT 
Leu Asn lie Ala Ala Met Gly Ser Leu Asn Glu Gin Val His Val Ala 
170 175 180 185 

TCC TGG CCA GCC TTC GTC CCT AAA GGC GCA GTA TCA TCC AGA GTA TCA 
Ser Trp Pro Ala Phe Val Pro Lys Gly Ala Val Ser Ser Arg Val Ser 
190 195 200 

TCC AGC GTC TGT GCG TCT ACT AAT GCG ATG CAT CAG ATC ATT AGT CAG 
Ser Ser Val Cys Ala Ser Thr Asn Ala Met His Gin lie lie Ser Gin 
205 210 215 



593 



641 



689 



737 



45 TTT TAC GCG ATC AGC AAT CAG GTA TAT GTA ATT ATG TCA ACC AAT CTC 

Phe Tyr Ala lie Ser Asn Gin Val Tyr Val lie Met Ser Thr Asn Leu 
220 225 230 



50 



GTT GGC CAA GAC ATG ATT GAC ATG ATT GGG AAA GAT GAA TTT TCC AAA 
Val Gly Gin Asp Met lie Asp Met He Gly Lys Asp Glu Phe Ser Lys 
235 240 245 



785 



633 



55 
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w 



25 



30 



40 



50 



AAC TTT CTA CCG CTT GGT TCT GGA AAC ACA GCG ATT ATT TCT AAC ACC 88l 

Asn Phe Leu Pro Leu Gly Ser Gly Asn Thr Ala He He Ser Asn Thr 
250 255 260 265 

GGT GAG ATT TTG GCA TCA ATT CCA CAA GAC GCG GAG GGA ATT GCT GTT 929 

Gly Glu He Leu Ala Ser He Pro Gin Asp Ala Glu Gly He Ala Val 
270 275 280 • 



GCA GAG ATT GAC CTT AAC CAA ATA ATT TAT GGA AAG TGG TTA CTG GAT 977 
Ala Glu He Asp Leu Asn Gin He He Tyr Gly Lys Trp Leu Leu Asp 
15 285 290 295 

CCC GCC GGT CAT TAC TCT ACT CCC GGC TTC TTA AGT TTG ACA TTT GAT 1025 
Pro Ala Gly His Tyr Ser Thr Pro Gly Phe Leu Ser Leu Thr Phe Asp 
300 305 310 

20 

CAG TCT GAA CAT GTA CCC GTA AAA AAA ATA GGT GAG CAG ACA AAC CAT 1073 
Gin Ser Glu His Val Pro Val Lys Lys He Gly Glu Gin Thr Asn His 
315 320 325 

TTC ATC TCT TAT GAA GAC TTA CAT GAA GAT AAA ATG GAT ATG CTA ACG 1121 
Phe He Ser Tyr Glu Asp Leu His Glu Asp Lys Met Asp Met Leu Thr 
330 335 3^0 3^5 

ATT CCG CCG AGG CGC GTA GCC ACA GCG TGATCGCCGC CTCTCGGGGC 11 68 

He Pro Pro Arg Arg Val Ala Thr Ala 
350 

35 GTTCGGTTGC TGATAGCCAT CGCCTT H94 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35^ acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 



Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val Ala Ala Val Gin Ala Ala Pro 

15 10 15 

Val Phe Met Asn Leu Glu Ala Thr Val Asp Lys Thr Cys Lys Leu He 
20 25 30 
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Ala Glu Ala Ala Ser Met Gly Ala Lys Val He Gly Phe Pro Glu Ala 

35 40 45 

Phe He Pro Gly Tyr Pro Tyr Trp He Trp Thr Ser Asn Met Asp Phe 

50 55 60 

Thr Gly Met Met Trp Ala Val Leu Phe Lys Asn Ala He Glu He Pro 
65 70 75 80 

Ser Lys Glu Val Gin Gin He Ser Asp Ala Ala Lys Lys Asn Gly Val 

85 90 95 

Tyr Val Cys Val Ser Val Ser Glu Lys Asp Asn Ala Ser Leu Tyr Leu 

100 105 HO 

Thr Gin Leu Trp Phe Asp Pro Asn Gly Asn Leu He Gly Lys His Arg 

115 120 125 

Lys Phe Lys Pro Thr Ser Ser Glu Arg Ala Val Trp Gly Asp Gly Asp 

130 135 140 

Gly Ser Met Ala Pro Val Phe Lys Thr Glu Tyr Gly Asn Leu Gly Gly 
145 150 155 160 

Leu Gin Cys Trp Glu His Ala Leu Pro Leu Asn He Ala Ala Met Gly 

165 170 175 

Ser Leu Asn Glu Gin Val His Val Ala Ser Trp Pro Ala Phe Val Pro 

180 185 190 

Lys Gly Ala Val. Ser Ser Arg Val Ser Ser Ser Val Cys Ala Ser Thr 

195 200 205 

Asn Ala Met His Gin He He Ser Gin Phe Tyr Ala lie Ser Asn Gin 

210 215 220 

Val Tyr Val He Met Ser Thr Asn Leu Val Gly Gin Asp Met He Asp 
225 230 235 240 

Met He Gly Lys Asp Glu Phe Ser Lys Asn Phe Leu Pro Leu Gly Ser 

245 250 255 

Gly Asn Thr Ala He He Ser Asn Thr Gly Glu He Leu Ala Ser He 

260 265 270 

Pro Gin Asp Ala Glu Gly He Ala Val Ala Glu He Asp Leu Asn Gin 

275 280 285 

He He Tyr Gly Lys Trp Leu Leu Asp Pro Ala Gly His Tyr Ser Thr 

290 295 300 

Pro Gly Phe Leu Ser Leu Thr Phe Asp Gin Ser Glu His Val Pro Val 
305 310 315 320 

Lys Lys He Gly Glu Gin Thr Asn His Phe He Ser Tyr Glu Asp Leu 
325 330 335 
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His Glu Asp Lys Met Asp Met Leu Thr lie Pro Pro Arg Arg Val Ala 
3^0 345 350 

Thr Ala 
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Rev ndicati ns 

1 - Sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activite nitrilase, capable d'hydrolyser les ni- 
triles en carboxylates, 

caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi : 

- la sequence d'ADN codant pour un polypeptide ayant une activite nitrilase telle que representee sur la 
fig. 4, 

- un analogue de cette sequence resultant de la degenerescence du code genetique, 

- une sequence d'ADN hybridant avec Tune de ces sequences ou un fragment de celles-ci et codant pour 
un polypeptide ayant une activite nitrilase. 

2 - Sequence d'ADN recombinant selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle contient la sequence 
nucleotidique suivante : 



CTCGAGACAA 


AATTGGGACA 


GTCGCCCCCT 


ATCTGCAAAA 


TGGAACCTCC 


TTTGCACATC 


60 


TATAAAATTT 


TTTGAGGAAG 


ACAGCAATGA 


AAAATTATCC 


TACAGTCAAG 


GTAGCAGCAG 


120 


TGCAAGCTGC 


TCCTGTATTT 


ATGAATCTAG 


AGGCAACAGT 


AGATAAAACT 


TGTAAGTTAA 


180 


TAGCAGAAGC 


AGCATCTATG 


GGCGCCAAGG 


TTATCGGCTT 


CCCAGAAGCA 


TTTATTCCCG 


240 


GCTATCCATA 


TTGGATTTGG 


ACATCAAATA 


TGGACTTCAC 


TGGAATGATG 


TGGGCCGTCC 


300 


TTTTCAAGAA 


TGCGATTGAA 


ATCCCAAGCA 


AAGAAGTTCA 


ACAAATTAGT 


GATGCTGCAA 


360 


AAAAGAATGG 


AGTTTACGTT 


TGCwrnxrixs TATCAGAGAA 


AGATAATGCC 


TCGCTATATT 


420 


TGACGCAATT 


GTGGTTTGAC 


CCGAATGGTA 


ATTTGATTGG 


CAAGCACAGG 


AAATTCAAGC 


480 


CCACTAGTAG 


TGAAAGAGCT 


GTATGGGGAG 


ATGGGGATGG 


AAGCATGGCT 


CCCGTATTTA 


540 


AAACAGAGTA TGGGAATCTT GGGGGACTCC 


AGTGCTGGGA 


ACATGCTCTC 


CCATTAAACA 


600 


TTGCGGCGAT GGGCTCATTG AACGAACAGG TACATGnTGC TTCCTGGCCA 


GCCTTCGTCC 


660 


CTAAAGGCGC 


AGTATCATCC 


AGAGTATCAT 


CCAGCGTCTG 


TGCGTCTACT 


AATGCGATGC 


720 


ATCAGATCAT TAGTCAGTTT TACGCGATCA 


GCAATCAGGT 


ATATGTAATT 


ATGTTCAACCA 


780 


ATCTCGTTGG 


CCAAGACATG ATTGACATGA TTGGGAAAGA TGAATTTTCC 


AAAAACTITC 


840 


TACCGCTTGG 


TTCTGGAAAC 


ACAGCGATTA 


TTTCTAACAC 


CGGTGAGATT 


TTGGCATCAA 


900 


TTCCACAAGA 


CGCGGAGGGA 


ATTGCTG1TG 


CAGAGATTGA 


CCTTAACCAA 


ATAATTTATG 


960 


GAAAGTGGTT ACTGGATCCC 


GCCGGTCATT 


ACTCTACTCC 


CGGCTTCTTA 


AurrruACAT 


1020 


TTGATCAGTC 


TGAACATGTA 


CCCGTAAAAA 


AAATAGGTGA 


GCAGACAAAC 


CATTTCATCT 


1080 


CTTATGAAGA 


CTTACATGAA 


GATAAAATGG 


ATATGCTAAC 


GATTCCGCCG 


AGGCGCGTAG 


1140 


CCACAGCGTG 


ATCGCCGCCT 


CTCGGGGCGT TCGGTTGCTG 


ATAGCCATCG 


CCTT 


1194 



3 - Polypeptides resultant de I'expression d'une sequence d'ADN selon I'une des revendications 1 ou 2, 
et possedant une activite nitrilase. 

4 - Polypeptide selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il comprend la sequence suivante : 
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Met Lys Asn Tyr Pro Thr Val Lys Val Ala Ala Val Gin Ala Ala Pro 

1.5 10 15 

Val Phe Het Asn L u Glu Ala Thr Val Asp Lys Thr Cys Lys Leu lie 

20 25 30 

Ala Glu Ala Ala Ser Met Gly Ala Lys Val He Gly Phe Pro Glu Ala 

35 40 -45 

Phe He Pro Gly Tyr Pro Tyr Trp lie Trp Thr Ser Asn Met Asp Phe 

50 55 60 

Thr Gly Met Met Trp Ala Val Leu Phe Lys Asn Ala He Glu He Pro 
65 70 75 80 

Ser Lys Glu Val Gin Gin He Ser Asp Ala Ala Lys Lys Asn Gly Val 

85 90 95 

Tyr Val Cys Val Ser Val Ser Glu Lys Asp Asn Ala Ser Leu Tyr Leu 

100 105 HO 

Thr Gin Leu Trp Phe Asp Pro Asn Gly Asn Leu He Gly Lys His Arg 

115 120 125 

Lys Phe Lys Pro Thr Ser Ser Glu Arg Ala Val Trp Gly Asp Gly Asp 

130 135 1^0 

Gly Ser Met Ala Pro Val Phe Lys Thr Glu Tyr Gly Asn Leu Gly Gly 
1^5 150 155 - 160 

Leu Gin Cys Trp Glu His Ala Leu Pro Leu Asn He Ala Ala Met Gly 

165 170 175 

Ser Leu Asn Glu Gin Val His Val Ala Ser Trp Pro Ala Phe Val Pro 

180 185 190 

Lys Gly Ala Val Ser Ser Arg Val Ser Ser Ser Val Cys Ala Ser Thr 

195 200 205 

Asn Ala Met His Gin He He Ser Gin Phe Tyr Ala He Ser Asn Gin 

210 215 220 

Val Tyr Val He Met Ser Thr Asn Leu Val Gly Gin Asp Met He Asp 
225 230 235 240 

Met He Gly Lys Asp Glu Phe Ser Lys Asn Phe Leu Pro Leu Gly Ser 
245 250 255 
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Gly Asn 



Thr Ala He He Ser Asn Thr Gly Glu He L u Ala Ser He 



260 265 27° 



Pro 



Gin Asp Ala Glu Gly He Ala Val Ala Glu He Asp Leu Ash Gin 




He 



He Tyr Gly Lys Trp Leu Leu Asp Pro Ala Gly His Tyr Ser Thr 
290 295 300 



Pro 



Gly Phe Leu Ser Leu Thr Phe Asp Gin Ser Glu His Val Pro Val 



305 
Lys 




Lys He Gly Glu Gin Thr Asn His Phe He Ser Tyr Glu Asp Leu 



325 330 335 



His 



Glu Asp Lys Met Asp Met Leu Thr He Pro Pro Arg Arg Val Ala 




Thr Ala 



5 - Micro-organisme contenant la sequence d'ADN selon les revendications 1 ou 2. 

6 - Micro-organisme contenant la sequence d'ADN selon les revendications 1 ou 2 sur un plasmide compor- 
tant un moyen de selection. 

7 - Micro-organisme constitue par la souche E coli TG1 contenant le plasmide pXL2148, souche referen- 
ce G4207 et deposee dans la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes sous le n° 1-1242. 

8 - Micro-organisme contenant une cassette d'expression constitute de la sequence d'ADN selon la re- 
vendication 1 ou 2 sous la dependance de signaux assurant I'expression de cette sequence dans le micro- 
organisme note. 

9 - Micro-organisme selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend en amont de la sequence 
d'ADN un site de fixation des ribosomes etune sequence promotrice homologue ou heterologue du polypeptide 
produit. 

10 - Micro-organisme selon la revendication 9, caracterise en ce que le promoteur peut etre le promoteur 
de I'operon tryptophane Ptrp de E. coli, le promoteur de I'operon lactose Plac de E. coli ; le promoteur droit du 
phage lambda PR, le promoteur gauche du phage lambda PL, des promoteurs forts de Corynebacterium, de 
Comamonas ou de Pseudomonas. 

11 - Micro-organisme selon la revendication 9, caracterise en ce que le site de fixation des ribosomes peut 
etre celui derive du gene Cll du phage lambda ou ceux derives de genes de E. coli, Comamonas, Pseudomonas 
ou Corynebacterium. 

12 - Micro-organisme selon les revendications 8 & 11, caracterise en ce que la cassette d'expression est 
portee par un plasmide comportant un moyen de selection. 

13 - Micro-organisme selon la revendication 12, caracterise en ce que le moyen de selection est un mar- 
queur conferant la resistance a un antibiotique. 

14 - Micro-organisme selon les revendications 5 & 13, caracterise en ce qu'il est choisi parmi les souches 
E. coli, Comamonas, Corynebacterium, Brevibacterium, Rhodococcus, Pseudomonas. 

15 - Micro-organisme selon I'une quelconque des revendications 5 & 14, caracterise : 

- en ce qu'il contient au moins un agent proteique d'aide au repliement des polypeptides qu'il synthetise 
et, en particulier, des polypeptides selon la revendication 3 ou la revendication 4 et/ou les genes codant 
pour un tel agent, 

- et en ce que cet agent est present dans une quantite superieure a celle correspondant au niveau de 
base du micro-organisme considere. 

16 - Micro-organisme selon la revendication 15, caracterise en ce que I'agent est la chaperone GroE de 
E. coli ou son homologue d'origine eucaryote ou procaryote. 

17 - Micro-organisme selon la revendication 15 ou la revendication 16, caracterise en ce que les genes 
codant pour I'agent sont portes par le chromosome ou par un element extra-chromosique (plasmide, phage) 
et en ce qu'ils sont amplifies. 

18 - Micro-organismes selon la revendication 17, caracterises en ce que les genes codant pour I'agent 
sont sous la dependance de systemes d'expression homologues ou heterologues audit micro-organisme. 
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19 - Proced6 de transformation enzymatique de nitriles caract6ris6 en c qu'il consiste a mettre en contact 
les nitriles avec un polypeptide ayant une activity nitrilase selon Tune quelconque des revendications 3 ou 4 
ou un micro-organisme note selon Tune quelconque des revendications 5 a 19. 

20 - Proc6de selon la revendication 19, caracteris6 en ce que le nitrile est un dinitrile de formule NC - R - 
5 CN dans laquelle R est un groupe alkylene ayant de 1 a 10 atomes de carbone. 

21 - Proc6de selon Tune des revendications 19 et 20, caracterise en ce que le nitrile est I'adiponitrile. 
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